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ABSTRAKT 
Tato dizertační práce se zabývá alternativními přístupy k analýze genetické informace organismů. 
V teoretické části práce jsou představeny dva odlišné přístupy vyhodnocení příbuznosti organismů 
na základě podobnosti jejich genetické informace obsažené v sekvenci DNA. Jedním z nich je 
dnes standardizovaný postup fylogenetické analýzy znakového zápisu sekvencí DNA. Přestože je 
tento postup poměrně výpočetně náročný kvůli potřebě mnohonásobného zarovnání DNA 
sekvencí, umožňuje stanovit podobnost jak globálně celých sekvencí DNA, tak lokalizovat jen 
konkrétní homologie v nich. Druhým přístupem jsou alternativní techniky klasifikace sekvencí 
DNA ve formě numerického vektoru reprezentujícího charakteristický rys obsažené genetické 
informace. Tyto metody označované jako „alignment-free“ umožňují velmi rychlé vyhodnocení 
globální podobnosti sekvencí DNA, numerickou konverzí však ztrácejí možnost vyhodnotit 
lokální změny v sekvencích. V praktické části je pak představena nová metoda klasifikace 
numerických reprezentací DNA kombinující výhody obou uvedených přístupů. Z numerických 
reprezentací DNA jsou zvoleny jen reprezentace mající 1D signálu podobný charakter, tzn. 
obsahující specifický trend vyvíjející se podél osy x. Hlavním předpokladem je taxonomická 
specifičnost těchto genomických signálů. Praktická část práce se zabývá vytvořením vhodných 
nástrojů pro číslicové zpracování genomických signálů umožňující vyhodnocení vzájemné 
podobnosti taxonomicky specifických trendů. Na základě vyhodnocené vzájemné podobnosti 
genomických signálů je provedena klasifikace formou dendrogramu, jež je obdobou 
fylogenetických stromů využívaných ve standardní fylogenetice. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
fylogenetika, fylogenomika, numerické reprezentace, taxonomie, zarovnání sekvencí, dynamické 
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ÚVOD 
Tato práce představuje alternativní přístup k popisu evoluce v sekvenci DNA stanovený na 
základě genomických signálů. Tento nový přístup využívá specifického projevu sekvence DNA 
každého organismu vyjádřené v podobě číslicového signálu (číselné řady). Jak bude ukázáno, tato 
specifičnost se projevuje jak v signálových reprezentacích jednotlivých genů, tak ve velkém 
měřítku na signálech znázorňujících celé chromozomy či genomy organismů. Dovoluje nám 
vyhodnocovat příbuznost organismů nejen na konkrétních genech, jak je to dnes běžné, ale 
srovnávat najednou celé milióny vzorků v chromozomech na základě podobnosti jejich 
signálových průběhů. Pro fylogenetickou analýzu příbuznosti organismů již byla navržena celá 
řada genů, které na krátkém úseku DNA dovolovaly pozorovat variabilitu mutací všech 
organismů. Zatím se ale vždy zjistilo, že rozlišovací schopnost genetické variability na pouhém 
úseku sekvence je omezená. Vyhodnocení rozsáhlejších celků DNA, jako jsou chromozomy, je 
však příliš výpočetně náročné a pro větší počet organismů, i přes dnešní nárůst dostupného 
výpočetního výkonu, často nemožné. Stanovení příbuznosti organismů z genomických signálů by 
to mohlo změnit, protože vyhodnocení specifičnosti průběhů genomických signálů pro celé 
chromozomy nám umožňuje snížení dimenze dat o celé řády. Zároveň však díky genové 
specifičnosti průběhů zůstává přístupná analýza i relativně krátkých úseků, na kterých máme 
možnost sledovat lokální změny v organismu.  
Cílem práce je vytvořit nový nástroj pro účely komparativní genomiky, který poskytuje 
srovnatelné výsledky jako současné techniky pracující na bázi znakové reprezentace DNA, ale 
nabízí mnohem širší uplatnění zejména pro rozsáhlé soubory dat. Problematika zpracování velkého 
množství sekvenčních dat je dnes velmi aktuální díky technikám sekvenování „nové generace“, 
které nám poskytují stále rozsáhlejší záznamy sekvencí. Nová metoda klasifikace genomických dat 
na základě signálových reprezentací si vyžádala i návrh nových nebo modifikaci stávajících 
nástrojů pro zpracování číslicových signálů. Celá práce se dá tematicky zasadit do nově 
vznikajícího oboru nazvaného číslicové zpracování genomických dat (z angl.. Genomic signal 
processing). Zaměření tohoto oboru je poměrně odlišné od zpracování číslicových signálů jak jej 
známe např. v analýze biologických signálů. Mezi samotnou konverzí znakové reprezentace DNA 
do signálové podoby a samotnou klasifikací tak zcela chyběl výpočetní aparát umožňující úpravu 
rozměrů dat, detekci význačných bodů, nebo vyhodnocení lokální i globální podobnosti.  
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1 FYLOGENETICKÁ ANALÝZA SEKVENCÍ DNA  
Tato kapitola představí proces vyhodnocení fylogeneze organismů na základě sekvencí DNA 
makromolekul, jak je dnes považován za standard. Prvním krokem je volba vhodného 
fylogenetického markeru, v tomto případě sekvence DNA nesoucí informaci o příbuznosti 
organismů. Následuje vyhodnocení podobnosti sekvencí na základě pravděpodobnostních modelů 
evoluce v sekvenci DNA. Před tímto krokem je nezbytné provést zarovnání sekvencí na stejnou 
délku. Posledním krokem je zvolení vhodné klasifikační techniky pro sestavení fylogenetického 
stromu. 
1.1 Markery evoluce v DNA 
Jako genetické markery pro sledování evoluce organismů považujeme obvykle úsek sekvence 
DNA, která nese informaci o evolučním vývoji. Ať už použijeme jakoukoliv formu evolučního 
markeru, měl by splňovat tyto základní kritéria[1]: 
• schopnost rozlišit nejbližší i nejvzdálenější organismy, 
• jednoznačnost, 
• přijatelná výpočetní náročnost ve vyhodnocení genetické variability, 
• výskyt ve všech organismech, 
• snadná dostupnost (více kopií v organismu, jednoduchá izolace). 
Tato kritéria se však často vylučují. Abychom dokázali odlišit všechny rody druhy, třídy, řády 
atd. potřebujeme dostatek fylogeneticky informativních pozic, na kterých je přítomna genetická 
variabilita a s tím roste délka úseku fylogenetického markeru. S rostoucí délkou úseku pak roste 
výpočetní náročnost.  
Geny ribozomální RNA - 16S rRNA u prokaryot, jeho eukaryotický protějšek 18S rRNA a 
mitochondriální ribozomální podjednotky obsahující geny 12S a 16S rRNA jsou uznávány jako 
univerzální markery ve fylogenetických studiích[2]. Obsahují dostatečně variabilní i konzervované 
úseky pro odlišení velmi blízkých i vzdálených organismů. Snadno se kultivují. Výpočetní 
náročnost zpracování je přijatelná vzhledem k délce přibližně v rozmezí 1500 – 2000 bp. Díky 
těmto vlastnostem byly 16S a 18S rRNA dlouhou dobu považovány za dokonalé kandidáty na 
sestavení stromu života[2]. V poslední době ale bylo publikováno několik studií popisujících 
skupiny organismů, pro které výše uvedené vlastnosti neplatí výlučně. Proto se stále více směřuje 
k tzv. multigenovým analýzám kombinujícím výhody několika fylogenetických markerů.  
První exon genu HBB (-globin) má v kódujícím úseku velmi proměnný obsah nukleotidů. 
Z tohoto důvodu se jedná o užitečný ukazatel vlivu zarovnání na úspěšnost klasifikace, který 
využívají tzv. „alignment-free metody“[3]. Jiné výhody tento úsek sekvence nemá. Je příliš krátký 
pro spolehlivé odlišení velmi vzdálených i velmi příbuzných organismů a nalézá se zejména u 
organismů majících hemoglobin jako krevní barvivo. Pro konstrukci kompletního stromu života je 
proto omezující.  
Vzhledem k problematickému nalezení univerzálního markeru pro sestavení kompletní 
molekulární evoluce organismů se často přistupuje ke kombinaci více genů, které splňují jen 
některé z vlastností požadovaných na fylogenetický marker. Tento přístup se nazývá multigenová 
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fylogenetický analýza a jeho výhodou je možnost kombinovat více genů, které jsou svou 
variabilitou schopny odlišit různé úrovně taxonomie. Proměnná variabilita u zvolených genů se 
však často projeví v délkovém polymorfismu, čímž se komplikuje sekvenční zarovnání, kde u 
každého genu musíme volit odlišnou skórovací matici. V multigenové analýze se tak mohou 
využívat pouze vybrané segmenty genů, nebo variabilních nekódujících úseků genomů[4].  
Dalším logickým krokem po multigenové analýze byla fylogenetická analýza celých genomů 
organismů umožňující vznik nového podoboru nazývaného fylogenomika[5]. V kompletním 
genomu organismů je obsaženo dostatek konzervovaných i variabilních úseků k odlišení 
nejbližších i nejvzdálenější druhů. Na druhou stranu mnohonásobně roste problém se sekvenčním 
zarovnáním použitých genomů. Nejen že jsou kompletní genomy příliš velké na použití běžných 
algoritmů mnohonásobného zarovnání, ale prošly mnohem komplikovanějším procesem evoluce 
než jednotlivé geny. V práci jsme se zaměřili jen na prokaryotické a mitochondriální genomy, 
které jsou na rozdíl od genomů eukaryotických organismů uloženy jen na jednom chromosomu.  
Mitochondriální genom má velmi blízko k tomu, aby byl ideálním fylogenetickým markerem. 
Díky své velikosti (16 - 20 kbp pro větší živočichy) a vyšší mutační rychlosti, než u jaderné DNA, 
obsahuje mtDNA dostatek genetické variability pro odlišení i velmi blízkých druhů za přijatelné 
výpočetní náročnosti zpracování. Genetická variabilita se u různých mitochondriálních genů liší. 
Je zde tedy možné aplikovat i multigenovou analýzu. Protože se mtDNA vyskytuje prakticky ve 
všech eukaryotních organismech, nabízí se její využití v rozsáhlých srovnávacích studiích[6].  
Genom bakteriálních organismů je až na výjimky složen z jednoho kruhového chromozomu. 
Velikost bakteriálního genomu se může velmi lišit v rozmezí 0,6 až 10 Mbp. Velikost genomu je 
přibližně úměrná počtu genů, které obsahuje, protože se zde až na výjimky prakticky nevyskytují 
nekódující úseky včetně intronů. Prokaryotické genomy obvykle obsahují jednotky tisíc genů a i 
přes odlišnou délku genomu je určitá část genů mezi bakteriemi shodná. Díky menší délce, absenci 
nekódujících úseků a umístění na jednom chromozomu je genom bakterií mnohem vhodnější 
k sekvenování, než genomy eukaryotických organismů[7].  
1.2 Metody vyhodnocení podobnosti a příbuznosti organismů 
Modelování evolučního vývoje v biologické sekvenci se snaží vytvořit matematický popis 
bodových mutací, ke kterým mohlo v průběhu evoluce v sekvenci dojít. Matematické modely lze 
použít k výpočtu evoluční vzdálenosti mezi dvěma a více sekvencemi a na základě tohoto popisu 
organismů rekonstruovat jejich evoluční vývoj. Bodové mutace v sekvenci DNA a proteinů se dělí 
na substituci (nahrazení jednoho rezidua jiným) a inzerci-deleci (vznik-zánik pozice v sekvenci). 
Počet bodových mutací mezi n dvěma sekvencemi vztažený na délku zarovnaných sekvencí L 
je označován jako proporcionální vzdálenost (distance) sekvencí p-distance p = n / L. 
Dendrogram sestrojený z p-distance je pouze podobnostním stromem, protože hodnotí pouze 
viditelný počet mutací mezi dvěma organismy. Je dokázáno, že skutečný počet mutací 
exponenciálně roste v závislosti na viditelném počtu mutací[8]. Mutace má binomické rozdělení 
četnosti výskytu náhodných jevů v n nezávislých pokusech, v nichž má každý jev stejnou 
pravděpodobnost výskytu. Teoretická rozložení můžeme modifikovat pomocí známých faktů o 
bodových mutacích. Na jejich základě pak můžeme vytvořit evoluční modely pro odhad 
evoluční vzdálenosti sekvencí DNA. 
 7 
 
Původní výpočet proporcionální distance upravíme jen na pozice bez mutací typu inzerce-
delece, protože modely popisují zvlášť výskyt mutace typu substituce. Předchozí definice 
p-distance se změní na počet substitucí ns vztažených na délku sekvencí bez pozic, na kterých se 
vyskytují skórovací pomlčky LS, pak ps = ns / LS. Nejjednodušší evoluční model Jukes - Cantor 
(JC) využívá jen jeden parametr pro popis pravděpodobnosti změny jednoho nukleotidu na jiný. 
Nukleotidové substituce jsou si tedy ekvivalentní[9]. Každý nukleotid má stejnou frekvenci výskytu 
jako ostatní a stejnou pravděpodobnost změny na kterýkoliv ze zbývajících tří nukleotidů. 
Evoluční vzdálenost je dána vztahem:  
Dvouparametrický model Kimura respektuje skutečnost větší pravděpodobnosti výskytu 
tranzicí (substituce v rámci skupiny), než transverzí (substituce nukleotidem z jiné skupiny) 
v sekvenci DNA. Vztah pro přepočet četnosti substitucí na evoluční vzdálenost je:  
    vvsd 21ln
4
1
21ln
2
1
 , (1.2) 
kde s je četnost tranzicí, v je četnost transverzí a s + v = ps
[10]
. 
Na základě známých vlastností popisujících či ovlivňujících substitučních rychlost v sekvenci 
nukleotidů můžeme získat více dílčích pravděpodobnostních stavů komplexněji popisujících 
evoluci v sekvenci DNA. S každým dalším parametrem se však zvyšuje i stupeň volnosti daného 
odhadu a tím i rozptyl získaného výsledku[11]. V běžných případech si vystačíme 
s nejjednoduššími modely JC, nebo Kimura. Pokud potřebujeme do evoluční vzdálenosti započítat 
i pravděpodobnost vzniku inzercí-delecí reprezentovaných v sekvencích skórovací pomlčkou, je 
proporcionální hodnota inzercí a delecí stanovena zvlášť pro každý pár sekvencí a následně 
superponována na některý z předchozích vztahů pro evoluční vzdálenost, např. JC model 
s inzercemi a delecemi se stanoví podle vztahu: 
kde G je počet inzercí-delecí v obou sekvencích nezávisle na jejich délce. LS je délka sekvencí bez 
pozic obsahujících skórovací pomlčky[12]. 
1.3 Zarovnání biologických sekvencí 
Nezbytným krokem pro porovnání sekvencí DNA je mnohonásobné zarovnání (MSA - multiple 
sequence alignment) setu sekvencí na stejnou délku vložením tzv. „skórovacích pomlček“ na 
pozice, kde algoritmus odhalí vznik bodové mutace typu inzerce-delece. Vzájemné přizpůsobení 
délky pouze dvou sekvencí nazýváme párové zarovnání. Princip většiny metod MSA je založen 
na postupném opakování párových zarovnání sekvencí až do chvíle, kdy jsou zarovnány všechny 
sekvence v setu. Přesnost všech těchto metod závisí na vhodné volbě parametrů k párovému 
přizpůsobení délky sekvencí pomocí dynamického programování.  
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Pro účely globálního zarovnání sekvencí na stejnou délku je využíván algoritmus Needleman -
 Wunsch
[13]
 (NW). Algoritmus hledá optimální cestu s nejvyšším skóre v penalizační matici 
zkonstruované jako suma skóre mezi každou dvojicí pozic. Kladným skóre se hodnotí shoda, 
záporným skóre neboli penalizací neshoda v sekvenci. Posledním parametrem je cena vložení 
mezery. Na vzájemném poměru těchto dílčích skóre závisí úspěšnost zarovnání. Jejich hodnoty je 
vhodné volit podle konkrétních sekvencí. Maximální skóre v penalizační matici je také kritériem 
pro hodnocení kvality zarovnání sekvencí, tzv. párové skóre.  
Algoritmus Smith-Waterman
[14]
 (SW) pro lokální zarovnání sekvencí je modifikací algoritmu 
NW tak, aby vyhledával lokální konzervované úseky a vkládal jen minimum počtu mezer. Toho je 
docíleno pomocí odlišných vstupních podmínek. Optimální cesta nevede od jednoho konce ke 
druhému, přestože začíná v maximálním skóre (stejně jako algoritmus NW), končí v prvním 
nulovém skóre. Jakmile jsou sekvence od sebe příliš odlišné, dává algoritmus SW přednost jejich 
zkrácení před vkládáním velkého počtu mezer.  
Byla zavedena i další penalizační kritéria, jako rozdělení ceny mezer na cenu rozšíření mezery 
(z angl. gap extension penalty) a cenu otevření mezery (z angl. gap opening penalty). Toto 
rozdělení nazývané afinní penalizace mezer respektuje fakt, že inzerce-delece nenastávají 
náhodně, ale je pravděpodobnější vznik rozsáhlejší vícebodové mutace. Pro hodnocení různých 
typů substitucí byly zavedeny tzv. skórovací matice. Nejstarším typem skórovacích matic jsou 
matice PAM (point access mutation), u nichž volíme parametr frakce mutací α předpokládaných 
v zarovnaných sekvencích. Podobně jako u evolučních modelů je možné stanovit 
pravděpodobnosti různých typů substitucí. Většina současných zarovnávacích softwarů využívá 
pevně definované jednodušší typy matic, které jednotnou mírou hodnotí penalizaci neshody a 
záleží pak jen na poměru hodnot vůči skóre pro shodu. Podle IUPAC-IUB kódování je to 1,9 pro 
shodu a 0 pro neshodu. Známý software ClustalW hodnotí shodu 1 a neshodu 0. Nejčastější 
variantou je pak matice NUC44 využívající jednoduché skórování shoda = 5 / neshoda = -4. 
Základním přístupem pro realizaci mnohonásobného zarovnání je tzv. progresivní zarovnání. 
To je založeno na iterativním zarovnání “nejpodobnějších“ sekvencí na principu „jednou mezera - 
vždycky mezera“[15]. Prvním krokem je párové zarovnání všech párů sekvencí a sestrojení 
distanční matice. Dále je na principu hierarchického klastrování (metoda UPGMA) sestaven tzv. 
„guide tree“ (vodící strom), podle kterého jsou postupně hierarchicky zarovnávány dvojice 
sekvencí od nejpodobnějších k nejvzdálenějším. Délka sekvencí je přizpůsobována vložením 
mezer (skórovacích pomlček „-“).  
Princip progresivního zarovnání byl poprvé programově realizován programovým rozhraním 
CLUSTAL
[16]
 sloužícím k MSA sekvencí DNA i proteinů. Algoritmus tohoto programu je v 
současnosti implementován téměř ve všech databázích biologických sekvencí a programech 
sloužících pro srovnání biologických sekvencí[17]. V posledních verzích CLUSTALU zůstal 
základní princip progresivního zarovnání zachován, ale přibyly možnosti lépe zohlednit biologické 
vlastnosti sekvencí. Současné metody MSA využívají téměř výlučně metodu spojování sousedů 
(Neighbor-joining), umožňující zohlednit proměnlivou evoluční rychlost v různých úrovních 
stromu. Trendem současných metod pro MSA je vytváření vstupní znalostní báze lokálních 
homologií. Díky tomu nezarovnáváme jen samotné znaky, ale zohledňujeme i specifický profil 
sekvence a jeho biologické zařazení do některé z rodin sekvencí[18].  
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1.4 Konstrukce fylogenetických stromů 
K reprezentaci hierarchického procesu evoluce se využívají tzv. dendrogramy ve fylogenetice 
označované jako fylogenetické stromy nebo fylogramy. V současné době se pro odhad evolučního 
rozvoje organizmů ze sekvenčních dat nejčastěji používají tři principy: maximální parsimonie[19] 
(MP), maximální věrohodnosti[20] (ML) a minimální evoluce[21] (ME). První dvě metody, 
označované také jako znakové metody, se snaží z rozsáhlého počtu všech variant stromů vyhledat 
ten nejlepší. Metody založené na principu ME se snaží rekonstruovat pouze jeden strom, tak 
abychom minimalizovali délku výsledné evoluční cesty. Pro větší objemy dat používáme výhradně 
metody ME. Tyto metody označují souhrnně jako distanční metody. Distanční metody vycházejí 
při konstrukci fylogenetického stromu z tzv. distanční matice, která je sestavena z párových 
vzdáleností všech dvojic sekvencí. Vzdálenost sekvencí d může být určena proporcionální 
vzdáleností, případně evolučním modelem. Distanční matice je čtvercová matice s  prvky na hlavní 
diagonále rovnými nule a je symetrická podle hlavní diagonály. 
Milníkem v konstrukci fylogenetických stromů na základě sekvencí biologických 
makromolekul byla aplikace shlukovací metody UPGMA (z angl. unweighted pair-group method 
using arithmetic averages) na gen cytochrom c 
[22]
. Nevýhodou metody UPGMA je průměrování 
vzdáleností. Metoda tak nezohledňuje rozdílnou evoluční rychlost větví vedoucích do jednoho 
uzlu, zkresluje původní hodnoty evoluční vzdálenosti a nezohledňuje dostatečně  kritérium ME.  
Tyto nedostatky řeší dnes nejpoužívanější metoda Neighbor-Joining[23] (NJ, spojování 
sousedů), která dosahuje minimální evoluce tím, že nevybírá nejpodobnější sekvence na základě 
nejmenší vzdálenosti, ale vybírá tzv. nejbližší sousedy, na základě minimální sumy délek větví 
jednoho páru OTU vůči zbylým OTU. Pro pár sekvencí 1 a 2 se suma délek S12 větví stanoví jako: 
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kde N je počet sekvencí, který se v každém cyklu shlukování snižuje o jedna. Prvky distanční 
matice jsou reprezentovány proměnnými d, kde i a j značí řádek a sloupec matice. Podle 
uvedeného příkladu stanovíme sumu délek pro všechny páry OTU a z nich vybíráme minimum 
určující první shlukovaný pár. Následuje přepočet délek větví podle vzorce (1.5) a redukce 
distanční matice podle vztahu (1.6).  
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    Nkdddd kkk ,....3,2
1
1221)21(   
(1.6) 
 
Metoda NJ je součástí většiny fylogenetických softwarů. Nejnovější modifikace tohoto 
algoritmu se zabývají snížením výpočetní náročnosti na lineární či kvadratickou ve vztahu k počtu 
sekvencí. Tyto techniky nijak nezvyšují přesnost fylogenetického stromu. Zpřesnění algoritmu je 
možné docílit např. modifikací pomocí algoritmu BIONJ[24], který v každém cyklu shlukování 
přepočítává polohu uzlu na základě rozptylu odhadu evoluční vzdálenosti[25].  
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2 NUMERICKÉ REPREZENTACE SEKVENCÍ DNA  
2.1 Metody konverze symbolického zápisu DNA na numerický 
Vytvoření numerické reprezentace sekvence je popsáno jako transformace symbolické 
sekvence do numerické formy podle dopředu stanovené numerické mapy. Numerická mapa je 
konvence, podle které přiřadíme nebo dopočteme každému symbolu jeho odpovídající numerickou 
hodnotu. Nejjednodušší formou numerické mapy je přiřazení celočíselné hodnoty každému 
nukleotidu, např.: A = 1, C = 2, G = 3, T = 4. Takto vytvořená numerická sekvence nenese žádnou 
informaci o chemických vlastnostech sekvence, navíc zanáší do sekvence novou parazitní 
vlastnost - míru (hodnotu), protože A < C < G < T a to neodpovídá žádným logickým vlastnostem 
sekvence. Z tohoto důvodu si stanovíme požadavky na ideální numerickou mapu: 
 výsledný číslicový signál ponese stejné množství informace jako původní sekvence 
znaků,  
 numerická mapa nezavádí nové vlastnosti, které původní sekvence nenese,  
 numerická mapa je dostatečně jednoduchá, aby umožňovala rychlé a efektivní 
zpracování a byla čitelná i pro lidského operátora. 
Všechny uvedené pravidla splňuje jedna z nejčastěji využívaných forem 3D reprezentace 
označovaná jako Z křivka[26]. Numerická konverze sekvence DNA o délce N je realizována tzv. 
Z transformací, kdy jsou postupně počítány uzlové hodnoty křivky P0 až PN. Každý uzel je 
definován třemi souřadnicemi v osách x, y, z podle vztahů: )()( nnnnn TCGAx  ; 
)()( nnnnn TGCAy  ; )()( nnnnn CGTAz  ; kde NnNNzyx nnn ,...,2,1,0,,,  . 
An  Cn, Gn, Tn jsou četnosti daného nukleotidu na n-té pozici. Z křivka nabízí nedegenerativní 
transformaci. Inverzní Z transformací můžeme získat přesný obsah původní sekvence. Obdobně 
jako u H křivky lze i ze Z křivky získat informace o obsahu nukleotidů podle jejich chemických 
vlastností. Informace o délce sekvence je obsažená přímo v počtu uzlových bodů Z křivky. Ukázka 
Z křivky pro kompletní genom bakterie E. coli je na Obr. 2.1 vlevo. Pro velmi dlouhé sekvence i 
Z křivka ztrácí dobrou rozlišitelnost.  
 
Obr. 2.1 - Z křivka pro kompletní genom E. coli[27] 
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Z křivka se ukázala jako vhodný nástroj pro identifikaci protein kódujících úseků genomu[28; 29], 
nebo počátku replikace u kruhových genomů bakterií[30].. K tomuto účelu jsou používány 2D 
křivky rozdílu zastoupení nukleotidů podle síly vazby, tj. AT křivka a GC křivka. Křivky jsou 
stanoveny jako převaha výskytu A nad T, nebo G nad C podél sekvence viz Obr. 2.1 vpravo.  
Vhodnější pro následnou analýzu a vzájemné srovnání grafických reprezentací se jeví 
reprezentace v 2D souřadných systémech jako je soubor technik pro numerickou reprezentaci 
sekvencí DNA označovaný DNA walk[31; 32]. Základní 2D reprezentace využívá jednotkových 
vektorů definovaných kartézskými souřadnicemi ve všech čtyřech kvadrantech, viz Obr. 2.2 vlevo. 
Výsledná reprezentace sekvence DNA je nedegenerativní. Nejedná se o signál, protože směr 
reprezentace se může vracet a tím jedné pozici na ose x může odpovídat více hodnot na ose y.  
 
Obr. 2.2 - DNA walk, distribuce nukleotidů v kartézském souřadném systému[33] 
Druhou varintou DNA walku je distribuce nukleotidů pouze do 1. a 4. kvadrantu, viz Obr. 2.2 
vpravo. Problémem je, že souřadnice na osách x a y jsou neceločíselné a vzorky odpovídající 
jednotlivým nukleotidům nejsou ekvidistantně vzorkované. Pro analýzu složení (sestavení) 
genomu pomocí DNA walk reprezentace se opět vyhodnocuje signál znázorňující obsah AT a GC 
nukleotidů. Využívá se vždy polovina originální mapy, kdy nukleotidy T a G jsou reprezentovány 
hodnotou +1 na ose y a A a C hodnotou -1. Hodnota na ose x reprezentuje pozici v genomové 
sekvenci. Výsledné signály jsou zcela shodné s reprezentací AT a GC křivek u Z křivky a opět 
souží zejména k predikci počátku replikace u kruhových genomů. 
Pro definici kompletní numerické mapy umožňující úplnou numerickou reprezentaci základních 
chemických vlastností sekvence DNA je využit prostorový objekt nazvaný nukleotidový čtyřstěn 
(tetrahedron). Každý nukleotid je reprezentován jedním vrcholem čtyřstěnu. Hrany mezi vrcholy 
reprezentují společné chemické vlastnosti dvojice nukleotidů[34]. Optimální numerická mapa je 
taková, kde nukleotidový čtyřstěn je vepsán do jednotkové krychle tak, aby střed krychle byl 
zároveň těžištěm čtyřstěnu. Čtyři nukleotidy jsou pak 4 z 8 vrcholů krychle. Chemické vlastnosti 
jsou stranové úhlopříčky, přičemž opačné chemické vlastnosti jsou na protilehlých stěnách 
krychle. Tomuto popisu odpovídá např. numerická mapa splňující Euklidovu normalizační 
podmínku délky vektorů: ;;; kjigkjickjia

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  
Projekcí čtyřstěnu do komplexní roviny získáme numerickou mapu, kde každý nukleotid je 
reprezentován jednou komplexní hodnotou jtjgjcja  1;1;1;1 . Je možné 
zvolit více variant projekce čtyřstěnu do komplexní roviny. Výše uvedená zachovává informaci o 
komplementaritě bází na reálné ose, zatímco puriny od pyrimidinů odlišuje imaginární osa. 
Komplexní reprezentace nabízí kromě snížení dimenze i další způsoby analýzy sekvencí DNA s 
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využitím fázových složek φ komplexních hodnot nukleotidů
   4,43,43,4,,,  tgca . Fázovou analýzu sekvence DNA v komplexní 
reprezentaci je možné vyhodnotit jako kumulovanou, nebo rozbalenou fázi[34]. 
Kumulovaná fáze sekvence DNA je stanovena postupnou kumulací fázových složek 
jednotlivých nukleotidů podél sekvence. Hodnota kumulované fáze pro konkrétní pozici i 
v sekvenci je dána: 
     TACGc nnnni  3
4
)(

 , (2.1) 
kde nA, nC, nG, nT jsou četnosti nukleotidů od počátku sekvence do pozice i.  
 
Obr. 2.3 - Fázová analýza eukaryotických (vlevo) a prokaryotických (vpravo) chromozomů 
Rozbalená fáze sekvence DNA je stanovena jako suma fázových rozdílů mezi dvěma po sobě 
následujícími nukleotidy s eliminací fázových skoků. Zvětšení fáze o π/2 je označováno jako 
pozitivní tranzice (mezi nukleotidy A→G, G→C, C→T, T→A). Zmenšení fáze o π/2 je 
označováno jako negativní tranzice (mezi nukleotidy A→T, T→C, C→G, G→A). Dále 
odlišujeme neutrální tranzice, které fázi nemění (1. typu), nebo mění její hodnotu o celé π (2. 
typu). Neutrální tranzice 1. typu je mezi repeticí dvou nukleotidů stejného typu za sebou, jejich 
fázový rozdíl je roven 0. Pro neutrální tranzici 2. typu je zavedena konvence odlišující fázovou 
změnu o +π mezi C→A, T→G a -π mezi A→C, G→T[34]. 
Výsledkem fázové analýzy sekvence DNA je v obou případech 1D číslicový signál, kde 
hodnota na ose x určuje pozici nukleotidu (resp. dinukleotidu) v sekvenci a na ose y je vynesena 
hodnota fáze. Oba fázové signály jsou statistickým obrazem rozložení nukleotidů (dinukleotidů) 
podél sekvence, podobně jako signály AT a GC u DNA walku a Z křivky. Kumulovaná fáze u 
eukaryotických organismů, která je blízká nule, viz Obr. 2.3 vlevo. U prokaryotických organismů 
je charakteristický trend lineárně rostoucí (klesající) a po částech lomený, viz Obr. 2.3 vpravo. Je 
zde patrná výrazná podobnost se signály GC u DNA walku a Z křivky a kumulovaná fáze může 
rovněž sloužit k vyhledání počátku replikace. Na rozdíl od signálu GC však nese informaci o 
rozložení všech nukleotidů v sekvenci, tedy je to reprezentace nedegenerativní. Kumulovaná fáze 
se ukázala být taxonomicky specifická a to jak ve velkém měřítku na celých genomech, tak pro 
sekvence DNA odpovídající délkou jednotlivým genům[34]. Uplatnění rozbalené fáze v analýze 
sekvencí DNA je mnohem menší. Její průběh je u eukaryotických i prokaryotických sekvencí 
přibližně lineárně rostoucí, nebo klesající po celé délce genomu (chromozomu), viz Obr. 2.3. 
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Tento charakter je způsoben rozdílem mezi frekvencemi pozitivních a negativních tranzic, který je 
malý, konstantní a chromozomově specifický. Neprokázalo se, že by spád rozbalené fáze byl 
taxonomicky specifický. 
2.2 Metody klasifikace numerických reprezentací DNA 
Tato kapitola představuje klasifikační techniky stanovující podobnost (příbuznost) organismů na 
základě numerické formy reprezentace sekvence DNA. Představené metody tvoří velkou skupinu 
klasifikačních technik označené jako „alignment-free“ metody, to znamená, že pro klasifikace 
DNA sekvencí nevyžadují zarovnání.  
Charakteristický výskyt dinukleotidových nebo tripletových slov v sekvencích DNA je 
předmětem studií nejen pro výhodné vlastnosti ke klasifikaci organismů dle příbuznosti, ale 
rovněž pro vyhodnocení strukturních vlastností sekvence[35]. Základem metody Qi-2012[3] je 
vytvoření matice F(s) o rozměru p x 16. Velikost 16 je dána kombinací všech dvojic nukleotidů: 
AT, AA, AC, AG, TT, TA, TC, TG, GT, GA, GC, GG, CT, CA, CC, CG. Druhý rozměr p nese 
informaci o vzájemné vzdálenosti dvojice nukleotidů v sekvenci. Pro sekvenci s o délce n bude 
2
1

n
p . Velikost p je shora omezena polovinou délky sekvence. Dinukleotidová frekvenční 
matice je definována:  TpffffsF )()3()2()1( ,...,,)(  , kde f(i) jsou vektory šestnácti prvků 
popisující četnost nukleotidových dvojic vzdálených od sebe o i pozic. Vektor f(i) je definován 
jako ),,,...,,,(
)()()()()()()( i
CG
i
CC
i
CA
i
AC
i
AA
i
AT
i fffffff   a frekvence výskytu jednotlivých dinukleotidů jako
in
XYf
ii
XY 

)()(
, kde XY
(i)
 je počet konkrétní nukleotidové dvojice vzdálené od sebe o i pozic. 
Takto vytvořená matice F(s) pro jednu sekvenci s tvoří její charakteristický popis. Z daného zápisu 
není možné zpětně získat původní sekvenci. Vzdálenost matic F(s) dvou sekvencí tvoří základ 
evoluční vzdálenosti potřebné pro konstrukci fylogenetického stromu. Jako metrika pro stanovení 
párové vzdálenosti je doporučena kosinová nebo manhattanská vzdálenost. 
Techniky klasifikace na základě dinukleotidových četností lze zařadit mezi způsoby numerické 
klasifikace v angl. literatuře označované jako „k-word“ nebo „k-mer“ metody[36]. Jedná se o 
statistické metody založené na porovnání k-členných variací znaků (nukleotidů) s opakováním. 
Sekvence jsou reprezentovány 4k vektory popisujícími charakteristické četnosti výskytu 
k nukleotidů s opakováním. Metoda Yang-2013[37]je založená na vyhodnocení rozdílu mezi 
pořadím jednotlivých slov seřazených dle počtu jejich výskytu v sekvenci. Z čtveřice znaků A, C, 
G, T můžeme vytvořit n = 4k slov o délce k. Počet výskytu slova i (kde i = {1, 2, 3, …, n}) o délce 
k je zapsán jako c(wk,i). Sekvence je pak reprezentována vektorem Ck o délce n definovaným jako
))(),...,(),(),(( ,3,2,1, nkkkkk wcwcwcwcC  . Po seřazení prvků vektoru Ck vzestupně dle velikosti 
získáme vektor seřazených počtů výskytů slov Rk, který je zapsán jako 
))(),...,(),(),(( ,,,, 321 nrkrkrkrkk wcwcwcwcR  . Dále definujeme vektor pořadí Ok složený z ukazatelů 
pořadí výskytů o(wk,i) slova i ve vektoru Sk: ))(),...,(),(),(( ,3,2,1, nkkkkk wowowowoO  . Výslednou 
vzdálenost dvou sekvencí s1, s2 stanovíme jako Euklidovu vzdálenost pořadí nukleotidových slov: 
 14 
 
 


k
i
ik
s
ik
s
k wowossd
4
1
2
,,21 ))()((),(
21 . 
(2.2) 
 
Klasifikace metodou Otu-2003
[38]
 je založena na textovém bezeztrátovém kompresním 
algoritmu Lempel - Ziv (LZ76)
[39]
. Algoritmus prochází po jednotlivých pozicích řetězec znaků od 
počátku sekvence a hledá unikátní nová slova, která se dříve v textu nevyskytovala. Slova, která se 
v textu již jednou vyskytla, popíše odkazem na jejich pozici. Historie kódování sekvence s je 
označována jako H(s) a se skládá z jednotlivých komponent ohraničujících začátek a konec 
nalezených slov ),1()( 1 iii hhssH   , kde i značí krok v historii rozkladu na komponenty a hi 
označuje pozici v originální sekvenci. Počet komponent rozkladu sekvence c(s) je hodnotící 
kritérium kvality komprese. Vzdálenostní metriku pro popis podobnosti dvou sekvencí 
stanovujeme jako počet komponent potřebných pro rozklad dvou sekvencí s1 a s2 zapsaných jako 
jedna věta c(s1,s2), vztažených k počtu komponent každé sekvence zvlášť c(s1) a c(s2). 
Klasifikační technika Dai-2012[40] kombinuje přístupy vyhodnocení podobnosti organizmů na 
základě dinukleotidových četností a na základě grafické reprezentace nukleotidové sekvence. 
Vyhodnotíme si frekvence výskytu šestnácti druhů dinukleotidů v sekvenci f(1) obdobně jako 
metoda Qi-2012, ale používáme jen dinukleotidové dvojice znaků následující hned za sebou, proto 
zjednodušíme zápis jako f = (f1, f2, f3, …, f16). Jednotlivé prvky vektoru ft reprezentují frekvenci 
jednoho z šestnácti dinukleotidů. Pro každé t stanovíme polární souřadnice: 
 
1)1(,16...,,3,2,1,2)1()(
}2,1{,16...,,3,2,1,1)(
ftftt
tftr
t
t




, 
(2.3) 
 
kde ω je evoluční měřítko volené podle toho, jak vzdálené jsou posuzované sekvence, případně i 
podle jejich délky. Výslednou distanci je možné stanovit jako rozdíl ploch dvou polygonů 
reprezentujících dvě sekvence na základě logické operace XOR.  
Autor publikace představující taxonomicky charakteristické průběhy kumulované a rozbalené 
fáze publikoval i techniku pro klasifikaci organismů na jejich základě Cristea-2012[41]. Využívá 
kumulované fáze, která je sestrojena pro všechny analyzované sekvence. Požadavkem je stejná 
délka všech sekvencí. Tím se metoda hodí pouze pro analýzu genů se stejnou délkou, případně je 
nutné zavést předzpracování ve znakové podobě sekvencí. Jako metrika pro klasifikaci slouží 
offset signálů, případně jeho první derivace. Offset je stanoven mezi všemi páry analyzovaných 
sekvencí jako rozdíl velikosti signálu na dané pozici. Pro zpřesnění výsledku a odstranění trendu 
v signálu je z offsetových průběhů vypočten diferenční signál. Podobnost signálů vyhodnocujeme 
jako sumu offsetových hladin, nebo diferenci vůči směrodatné odchylce.  
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3 CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 
Hlavním cílem dizertační práce je vytvořit novou univerzální metodiku pro klasifikaci 
genomických dat ve formě genomických signálů s využitím metod číslicového zpracování signálů. 
Dílčí cíle práce jsou: 
 
1. Volba optimální numerické konverze sekvencí DNA do signálové reprezentace vhodné 
pro klasifikaci organismů na základě jejich vzájemné příbuznosti. 
 
2. Návrh a programová realizace nástrojů pro předzpracování genomických signálů 
zajišťující: 
a. přizpůsobení rozdílné délky genomických signálů způsobené mutacemi typu 
inzerce-delece v genetickém kódu, 
b. detekci bodových a lokálních změn v genetickém kódu, 
c. redukci objemu dat pro účely fylogenomických studií odstraněním taxonomicky 
nespecifické informace. 
 
3. Návrh a realizace klasifikace přizpůsobených genomických signálů ve formě genové, 
multigenové a celogenomové analýzy. 
 
4. Optimalizace vytvořených postupů předzpracování a klasifikace genomických signálů 
na reálných sekvencích DNA genů a genomů z veřejných databází. 
 
5. Srovnání navržené metodiky s referenční taxonomií, standardní fylogenetickou 
analýzou a alternativními přístupy klasifikace numerických reprezentací: 
a. volba statistických metod pro srovnání znakových a numerických metod 
klasifikace, 
b. volba vhodných fylogenetických markerů pro vyhodnocení příbuznosti 
organismů na základě genové i genomové podobnosti, 
c. vyhodnocení výsledků klasifikace genomických signálů na základě navržené 
metodiky. 
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4 ZPRACOVÁNÍ GENOMICKÝCH SIGNÁLŮ 
Celý proces fylogenetické analýzy znázorněný blokovým schématem na Obr. 4.1, je možné 
rozdělit do dvou stěžejních částí. První částí je zpracování genomických signálů na vzájemně 
přizpůsobené průběhy pro možnost vyhodnocení jak lokální tak globální podobnosti. Protože 
jedním z cílů práce bylo navrhnout metodiku klasifikace různých typů sekvencí DNA, kombinace 
dílčích bloků zajišťujících předzpracování signálů se liší podle aplikace. Druhou část blokového 
diagramu reprezentuje samotná klasifikace již přizpůsobených signálů.  
 
Obr. 4.1 - Blokové schéma fylogenetické analýzy genomických signálů 
4.1 Výběr numerické mapy 
Pravidla pro volbu optimální numerické mapy popsána v kap. 2.1 zohledňují pouze požadavek na 
omezení ztrátovosti informace při konverzi. Pro klasifikaci organismů do taxonomických skupin 
s využitím signálového zpracování, musíme kritéria pro volbu numerické mapy umožňující 
konverzi ze symbolického na numerický zápis specifikovat. Hlavními kritérii jsou: 
 1D signálová forma reprezentace, 
 taxonomicky specifický trend ve velkém měřítku (pro celé genomy), 
 taxonomicky specifický trend v malém měřítku (pro jednotlivé geny), 
 spektrální vlastnosti vhodné k decimaci. 
Jako nejvhodnější byla zvolena konverze nukleotidové sekvence na průběh kumulované fáze. 
Kromě toho že splňuje všechny předchozí uvedená kritéria je pro tento typ reprezentace 
v literatuře deklarován charakteristický trend pro prokaryotické a eukaryotické organismy[42]. 
Charakter celogenomových průběhů pěti prokaryotických organismů lze vidět na Obr. 4.2. 
Taxonomická specifičnost byla testována i pro kratší sekvence DNA, než jsou kompletní 
prokaryotické chromozomy[41].  
 
Obr. 4.2 - Charakteristické průběhy kumulované fáze prokaryotických chromosomů 
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4.2 Decimace genomických signálů 
Decimací signálu rozumíme snížení vzorkovacího kmitočtu signálu o celočíselný násobek - tzv. 
decimační faktor D. Parametr vzorkovací frekvence fvz obecně udává počet vzorků zaznamenaných 
za jednotku času; měřitelnou jednotkou je Hz = s-1. Jeden vzorek v genomickém signálu odpovídá 
jedné pozici v sekvenci DNA a nemá přímou souvislost s časem. Pojem vzorkovací frekvence pro 
jednotnost se signálovým zpracování zachováme i v teoretickém popisu decimace genomických 
signálů, ale používat budeme pouze relativní měřítko s bezrozměrnou jednotkou. Všechny 
genomické signály tedy mají jednotnou původní relativní vzorkovací frekvenci fvz = 1. Vzorkovací 
kmitočet originálního signálu budeme značit jako fvz1 a po decimaci jako fvz2, přičemž fvz2 = fvz1 / D. 
Pro volbu správného D provedeme analýzu výkonového spektra signálu.  
Po analýze výkonového spektra genomických signálů, jak na úrovni velikosti genů, tak na 
úrovni celých chromozomů jsme vyhodnotili, že většina energie signálů se nalézá na nejnižších 
frekvencích. Tento fakt umožňuje efektivní redukci objemu dat (počtu vzorků) pro popis 
genomických signálu při zachování většiny energie signálů - tj. při minimálním zkreslení. Pro 
signál genu jsme jako adekvátní úroveň zachování energie původního signálu zvolili prahovou 
hodnotu 99,5 %. Tomu odpovídalo přibližně 1/28 vzorkovacího kmitočtu. S určitou tolerancí 
zvolíme D = 10 z důvodu proměnlivosti decimačního faktoru v závislosti na typu sekvence (viz 
níže). Originální genomický signál s délkou 3041 bp je tak desetinásobně podvzorkován na délku 
304 vzorků. Postup decimace v signálové oblasti a frekvenční oblasti se skládá ze dvou kroků. 
Signál je nejprve filtrován antialiasingovým filtrem typu dolní propust (DP) s mezní frekvencí fm = 
fvz1/D = fvz1/10. Následně je vybrán každý desátý (D-tý) vzorek signálu 
[43]
. 
Pro odhad závislosti faktoru decimace na délce sekvence bylo připraveno sedm sad sekvencí 
vždy po šedesáti záznamech tak, aby každá sada měla typické zastoupení délek určitého řádu. 
Výsledky jsou shrnuty v Obr. 4.3. 
 
Obr. 4.3 - Závislost decimačního faktoru na délce sekvence 
a) Rozptyl faktoru decimace sedmi sad 60 sekvencí různého typu při zachování 99,5 % původní energie 
signálu. b) Regresní analýza závislosti faktoru decimace na délce sekvence - vyhodnoceno z průměrných 
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hodnot pro každou sadu. Symboly: y - Odhad lineárního trendu (červená přímka), R - regresní koeficient, 
QC - koeficient kvality regresního odhadu. c) Popis použitých datových sad. 
4.3 Detrendizace genomických signálů 
Přestože trend kumulované fáze byl popsán jako taxonomicky specifický, v některých částech 
fylogenetické analýzy se může chovat jako parazitní. Vzhledem k tomu, že se odlišný trend 
projevuje na úrovni celých genomů i jednotlivých genů, může celogenomový trend komplikovat 
vyhodnocení podobnosti jednotlivých genů. Pro odhad trendu v sekvencích genů byly testovány 
metody lineární, polynomických funkcí různých řádu a odhadu obálky signálu. Jako nejvýhodnější 
se pro studium příbuznosti na základě genů ACTA1 jevilo odstranění trendu odhadnutého 
polynomem 4. řádu. Pro různé typy genomických signálů (plazmidy, chromozomy, genomy) je 
třeba odhadnout jejich vlastní trend. Postup při detrendizaci znázorňuje Obr. 4.4. Před odhadem 
trendu signálů je rozměr fáze celého setu signálů normalizován od 0 do 1. Pro množinu bodů 
popisujících průběh normalizované fáze každého signálu je na základě polynomické interpolace 
s využitím Vandermondovy matice odhadnuta polynomická funkce 4. řádu. Z ní je dále stanoven 
signál popisující trend normalizované fáze ve stejných pozicích, jako je definován signál původní. 
Trend je z původního signálů odečten - signál je detrendizován, viz Obr. 4.4b. Všechny tři použité 
signály po detrendizaci zobrazuje Obr. 4.4c. Je patrné, že signály dvou příbuzných druhů (člověk, 
makak) jsou ve větší části průběhu téměř totožné. Naopak u signálu ACTA1 od Gallus gallus, 
který je od obou zbývajících velmi odlišný, je po detrendizaci možné sledovat lokální 
podobnosti
[44]
.  
 
Obr. 4.4 - Detrendizace genomických signálů polynomem 4 řádu[44] 
4.4 Zarovnání genomických signálů 
Genomické signály si i po decimaci a dalších úpravách zachovávají vůči sobě proporcionálně 
stejnou délku závisející na délce původního genu (genomu). Bylo nutné navrhnout odpovídající 
nástroj pro přizpůsobení délek genomických signálů. Za základ sloužily jak principy pro zarovnání 
sekvencí ve znakové podobě, tak podobný nástroj sloužící k přizpůsobení délek signálů, tzv. 
dynamické borcení časové osy (DTW, z angl. Dynamic Time Warping). Vycházíme 
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funkce je nelineární. Mějme dva signály S1 a S2 různých délek L1 a L2 (viz Obr. 4.5a). V prvním 
kroku vypočteme tabulku lokálních vzdáleností d o rozměru L1 x L2, obsahující absolutní hodnoty 
rozdílu velikosti hodnot všech párů vzorků mezi dvěma signály podle )()(),( 21 iSjSijd  , kde 
i a j jsou pozice vzorků v signálech. Příkladem dle Obr. 4.5 je d(4,6) = |8 - 12| = 4.  
 
Obr. 4.5 - Princip DTW 
V dalším kroku je tabulka lokálních vzdáleností d přepočtena na tabulku akumulovaných 
vzdáleností D (Obr. 4.5b). Směr výpočtu je od levého spodního rohu po řádcích nahoru. Každá 
nová hodnota je vypočtena dle kritéria: 
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Na základě tabulky akumulovaných vzdáleností hledáme tzv. zpětnou cestu, která reprezentuje 
optimální transformační funkci. Začátek cesty je v pravém horním rohu tabulky a konec v levém 
spodním rohu. Postupujeme vždy o jeden krok třemi možnými směry (doleva, dolů, po úhlopříčce) 
tak, aby výsledný součet akumulovaných vzdáleností podél cesty byl minimální (šedé šipky na 
Obr. 4.5b). Pokud cesta vede vodorovně (doleva) je opakován vzorek signálu S1, svislý směr 
(dolů) značí opakování vzorku signálu S2. Počet vzorků obou signálů je zachován při směru cesty 
po úhlopříčce. Opakování vzorku se na signálu projeví vodorovnou čárou (signálové plató). Námi 
používaná reprezentace genomického signálu (kumulovaná fáze) má v tomto případě značnou 
výhodu, protože fáze má vždy rostoucí nebo klesající charakter. V případě výskytu konstantního 
úseku signálu se dá tento segment zpětně transformovat na sekvenci jako obdoba skórovací 
pomlčky ‘-’ ve znakové podobě.  
V práci byla navržena modifikace standardní metody DTW lépe odpovídající charakteru 
genomických signálů. Nová metoda párového zarovnání signálů označována c-DTW[45] využívá 
vyhodnocení lokální podobnosti na základě Pearsonova korelačního koeficientu stanovovaném 
v posuvném okně. Výhodou tohoto přístupu je zarovnávání ne pouze na základě bodových rozdílů 
jednotlivých vzorků, ale i na základě podobnosti jejich okolí. Princip je znázorněn na Obr. 4.6. 
Mějme dva signály S1 a S2 o různé délce L1 a L2. Posuvným oknem o velikosti w projíždíme oba 
signály s krokem 1 a postupně stanovujeme Pearsonův korelační koeficient dvou úseků o délce w 
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zvolených oknem v obou signálech. Symboly j a i označují hodnotu posunu prostředního vzorku 
(w+1)/2 zvoleného okna vůči počátku signálu S1 a S2 a zároveň adresují hodnotu řádku a sloupce 
v matici korelací kam zapisujeme korelační koeficienty, viz Obr. 4.6a-b. Lokální vzdálenost d(j, i) 
dvou vzorků signálů S1(j) a S2(i) definovaná v původním DTW se změní na korelaci r(j, i) těchto 
vzorků a vzorků v jejich lokálním okolí. Lokální okolí n a m je definováno v rozmezí poloviny 
délky okna (w-1)/2 na obě strany vůči střední pozici j a i, viz Obr. 4.6a a Obr. 4.6c1. 
 
Obr. 4.6 - Princip c-DTW 
Výsledný vztah pro výpočet lokální podobnosti je definován rovnicí (4.2). Lokální korelační 
koeficient r(j, i) je stanoven pro všechny vzorky j a i obou signálů. Tím získáme matici r o stejné 
velikosti L1 x L2 jako matice d v původní metodě DTW. Pro okrajové hodnoty j a i kde j, i ≤ (w-
1)/2 ˅ j ≥ L1 - (w-1)/2, i ≥ L2 - (w-1)/2 je zapotřebí prodloužení obou signálů o polovinu délky 
okna (w-1)/2 na začátku i konci signálů opakováním první (poslední) hodnoty signálu, jak ukazuje 
Obr. 4.6c2.  
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Pearsonův korelační koeficient je definován pro obor hodnot r(j, i) ∈ <-1, 1>. Pro použití 
matice r namísto matice d k výpočtu matice akumulovaných vzdáleností D dle algoritmu DTW je 
zapotřebí upravit rozsah hodnot do standardní definice podobnosti. Zcela shodné úseky signálů 
budou mít vzdálenost rovnou 0, viz Obr. 4.6c3. Pro tento účel jsme normalizovali hodnotu lokální 
korelace podle vztahu (4.3). Kromě výpočtu matice lokálních vzdáleností r se další kroky c-DTW 
neliší od standardního algoritmu DTW. 
Nevýhodou algoritmu c-DTW je jeho výpočetní náročnost. Proto byla navržena druhá rychlejší 
modifikace DTW, umožňující zarovnání signálů v případech, kdy není potřebná vysoká citlivost 
v odhalení bodových změn. Modifikace zkráceně označovaná jako w-DTW rovněž vyhodnocuje 
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podobnost v okně o délce w, ale místo korelace stanovuje sumu absolutních odchylek vybraných 
segmentů dvou signálů. Aby odchylka nebyla znehodnocena fázovým posunem dvou nestejně 
dlouhých signálů, je před stanovením odchylky vyrovnán „offset“ obou segmentů na 0 tak, že je 
odečtena hodnota vzorku předcházejícího prvnímu vzorku v okně. Lokální vzdálenost dw dvou 
vzorků j a i v signálech S1 a S2 o délce L1 a L2 stanovená pro okolí těchto vzorků v plovoucím okně 
se stanoví podle rovnice (4.4): 
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kde j a i jsou shodně s metodou c-DTW posuny prostřední hodnoty lichého okna vůči počátku 
nabývající hodnot j = 1, 2, 3, …, L1 a i = 1, 2, 3, …, L2. Navržená modifikace w-DTW je stále 
náročnější, než základní verze DTW vyhodnocující jen bodové změny, ale po odstranění korelace 
se sníží výpočetní čas oproti c-DTW několikanásobně.  
 
Obr. 4.7 - Blokový diagram algoritmu mnohonásobného DTW 
Uvedené modifikace DTW slouží vždy k přizpůsobení délky dvou genomických signálů. Pro 
účely fylogenetické analýzy je zapotřebí přizpůsobit několik biologických sekvencí na stejnou 
délku tak, abychom odhalili vliv inzercí a delecí v rámci celé rodiny genů nebo organismů. 
Adekvátní nástroj pro mnohonásobné zarovnání signálů neexistuje. Proto jsme navrhli novou 
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metodu mnohonásobného zarovnání biologických sekvencí ve formě genomických signálů. 
Navržený algoritmus je založen na progresivním přístupu zarovnání, který byl představen u 
sekvenčních algoritmů MSA. Princip námi navrženého algoritmu pro mnohonásobné zarovnání 
genomických signálů pomocí DTW (m-DTW) je znázorněn na Obr. 4.7. Na vstupu jsou 
signálové reprezentace DNA sekvencí (Obr. 4.7 – 1. blok). Prvním krokem je výpočet 
vzdálenostní (distanční) matice (Obr. 4.7 – 2. blok) sloužící ke konstrukci tzv. vodícího stromu (z 
angl. guide tree). Při konstrukci vodícího stromu se stanovuje jen hrubý odhad vzájemné 
podobnosti sekvencí (signálů) pomocí vzájemné korelace signálů, bez nutnosti přizpůsobovat 
jejich délku. Výstupem vzájemné korelace dvou signálů S1 a S2 je korelační signál R12 o délce (2N 
- 1), kde N je délka delšího z obou signálů a M je délka kratšího z obou signálů. Pro zjednodušení 
považujme za delší signál S1, pak korelační signál stanovíme podle vztahu (4.5): 
Maximální hodnotu korelačního signálu R12 použijeme jako měřítko vzájemné podobnosti pro 
konstrukci vodícího stromu. Tato hodnota je normalizována normalizačním koeficientem n12 
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pro odstranění vlivu velikosti a délky obou signálů. Normalizovaný korelační koeficient je 
stanoven podle: r12N = max(R12) / n12
[45]
 
Pro konstrukci vodícího stromu potřebujeme převést korelační koeficient r12N do tvaru 
popisujícího odlišnost (vzdálenost) dvou signálů tak, aby dva shodné signály měly vzdálenost 
rovnou 0. Podobně jako u c-DTW k tomuto účelu použijeme obrácení intervalu hodnot dle vztahu 
(4.3). Takto upravené korelační koeficienty všech párů signálů sestavené do vzdálenostní matice 
jsou vhodné pro konstrukci vodícího stromu (Obr. 4.7 – 3. blok). Podobně jako algoritmus 
ClustalW2 využíváme k tomuto účelu algoritmus spojování sousedů[23], který nabízí evolučně 
věrnější topologii stromu, než standardní metody shlukové analýzy. Následuje cyklus, který 
postupně v každém kroku vybere podle vodícího stromu dvojici nejpodobnějších signálů (Obr. 4.7 
– 4. blok), které pomocí některé z navržených metod párového zarovnání signálů (DTW, c-DTW, 
w-DTW) přizpůsobí jejich délku (Obr. 4.7 – 5. blok). Z obou zarovnaných signálů je stanoven 
jeden průměrný signál, kterým je originální dvojice signálů v setu nahrazena (Obr. 4.7 – 7. blok). 
Dochází k redukci počtu signálů o jeden, což se shodně projeví i na redukci rozměru vzdálenostní 
matice popisující vodící strom. Pokud po redukci zbývá více než jeden signál, bloky 4 až 7 se 
opakují. V popisu byl vynechán 6. blok realizující přezarovnání obsahu shluku. Tento krok je 
vykonán, pokud byl alespoň jeden z vybrané dvojice signálů průměrný signál reprezentující již 
zarovnané signály uvnitř klastru z předcházejících cyklů. Podle aktuální transformační funkce 
použité na tento průměrný signál jsou pak „přezarovnány“ i všechny signály uvnitř klastru.  
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4.5 Vzdálenostní metriky pro genomické signály 
Euklidova vzdálenost je běžně používaná metrika pro konstrukci dendrogramů ve shlukové 
analýze. Protože jsou genomické signály transformovány ze znakové reprezentace na základě 
numerické mapy, která odráží podobnost chemických vlastností nukleotidů, výsledná Euklidova 
vzdálenost odráží spíše podobnost chemické struktury řetězců DNA, než jejich evoluční 
příbuznost. Pro otestování závislosti mezi proporcionální vzdáleností sekvencí a Euklidovou 
vzdáleností jejich signálových reprezentací bylo vygenerováno 100 párů sekvencí o délce 1 Mbp 
pro každou úroveň proporcionální vzdálenosti p od 0 do 0,8 s krokem 0,005. Výsledný Pearsonův 
korelační koeficient r = 0,52 značí velmi mírnou přímou závislost mezi proporcionální a 
Euklidovou vzdáleností potvrzující, že s počtem mutací roste i Euklidova vzdálenost. Vztah mezi 
nimi však nelze dostatečně přesně popsat lineární funkcí. 
Euklidova vzdálenost má pro velký rozsah faktorů podvzorkování (decimace) téměř konstantní, 
pokud její hodnotu normalizujeme vzhledem k délce decimovaného signálu a faktoru decimace. 
Normalizovanou Euklidovu vzdálenost dE dvou nedecimovaných signálů S1 a S2 o shodné délce 
L stanovíme podle vzorce: 
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Pokud zavedeme decimaci s decimačním faktorem D, výsledná délka obou decimovaných 
signálů Sd1 a Sd2 bude Ld = L / D a jejich normalizovanou Euklidovu vzdálenost dEdecim stanovíme 
podle vzorce: 
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Pro testování vlivu decimace na změnu hodnoty Euklidovy vzdálenosti vůči původní hodnotě 
před decimací bylo vygenerováno 1000 párů sekvencí o délce 1 Mbp se vzájemnou proporcionální 
vzdáleností p = 0,1. Tyto sekvence byly převedeny do signálů a stanovena jejich originální dE. 
Dále byly signály postupně decimovány a stanoveny dEdecim(D) pro D = {2, 3, …, 100}. 
Procentuální odchylka ΔdE(D) byla stanovená podle (4.9) pro všech 1000 měření. Odchylka roste 
přibližně lineárně se stupněm decimace, ale ani v extrémních případech nepřekračuje 0,5% 
odchylku od původní hodnoty. 
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Pro realizaci sto až tisícinásobného stupně podvzorkování signálů jsme z důvodu jednoduššího 
návrhu antialiasingového filtru využili namísto přímé decimace decimaci postupnou s faktorem 
decimace 2. Postupná decimace byla realizována pomocí dyadické vlnkové transformace 
s diskrétním časem (dyadická DTWT)[46]. Vzorkovací frekvence originálního signálu je 
decimována s faktorem D = 2m, kde m je stupeň rozkladu DTWT. Pro rozklad signálu jsou využity 
zrcadlové filtry využívající jednoduchou vlnku Haarova typu. Výsledná procentuální odchylka pro 
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postupnou decimaci s faktorem 2 byla stanovena na základě 1000 párů genomických signálů 
s délkou 1 Mbp a p = 0,1. Měření potvrdilo přibližně lineární trend závislosti průměrné odchylky 
ΔdE na D přepočteného ze stupně rozkladu m. Ideální decimace takto dlouhých signálů je D = 
2
10[47]
. Ta nám poskytuje výpočetně přístupné, přibližně tisíc vzorků dlouhé signály. Průměrná 
odchylka Euklidovy vzdálenosti je v tomto případě pod 0,1 %.  
Proporcionální vzdálenost genomických signálů pSIG získáme jako počet vzorků různých od 
nuly z první derivace fázového rozdílu obou signálů. Hodnota pSIG se tak dá použít pro dosazení do 
vzorců nukleotidových evolučních modelů pro stanovení evoluční vzdálenosti. Informace o 
jednotlivých bodových změnách se s decimací signálu částečně ztrácí. Pokud došlo 
k vícebodovým změnám těsně za sebou, po decimaci je nelze jednoznačně detekovat. Na velikosti 
fázového rozdílu v tomto místě poznáme, že došlo k více než jedné změně. Realizujeme 
kvantování diference fázového rozdílu obou signálů s kvantovacími hladinami na úrovni 
celočíselných násobků π/2. Suma absolutních hodnot celočíselných násobků n kvantovací hladiny 
π/2 odpovídá přibližnému počtu mutací mezi dvěma sekvencemi.  
Na základě náhodně generovaných sekvencí s normálním rozložením mutací byla provedena 
simulace změny pSIG v závislosti na stupni decimace a p. Nejprve byla podobně jako u Euklidovy 
vzdálenosti stanovena závislost pro přímou decimaci s decimačním faktorem D = {2, 3, …, 20} a 
proporcionální vzdálenost sekvencí p od 0 do 0,8 s krokem 0,005. Každý bod závislosti pSIG (D, p) 
byl stanoven jako průměr pro 1000 párů sekvencí o délce 1 Mbp. Výsledná závislost bude dále 
použita u reálných sekvencí jako transformační funkce pro korekci hodnoty proporcionální 
vzdálenosti z decimovaných signálů. 
Stejným způsobem byl simulován vliv decimace pro vyšší stupně podvzorkování pomocí 
postupné decimace s dyadickou DTWT. Stupeň rozkladu m byl volen v rozsahu od 1 do 13 a p 
stejné jako v předchozím případě. Každý bod závislosti pSIG (D, p) byl stanoven jako průměr pro 
1000 párů sekvencí o délce 1 Mbp.  
Hodnota korigované proporcionální vzdálenosti decimovaných signálů 
cSIG
p  je lineárně 
interpolována z průběhu transformačních funkcí pSIG (D, p) metodou nejbližšího souseda. Pro 
cSIG
p platí, že 
cSIG
p  ~ p (D, pSIG). Závislost odchylky proporcionální vzdálenosti na stupni 
decimace ΔpSIG (D) byla stanovena na 1000 párech sekvencí o délce 1 Mbp pro přímou i 
postupnou decimaci. Průměrná odchylka pro přímou decimaci téměř v celém rozsahu nepřekračuje 
1 %, s decimací ale výrazně roste rozptyl, který nelze dostatečně kompenzovat na základě 
transformačních funkcí. V extrémech odchylka po korekci pro faktor decimace D = 100 dosahuje 
až 6 % pro přímou decimaci a až 50 % pro postupnou decimaci se stupněm rozkladu m = 13. 
Pokud chceme použít proporcionální vzdálenost pro konstrukci evolučně věrného stromu, je 
doporučeno omezit stupeň decimace na maximální hodnotu D = 30, kde horní kvartil procentuální 
odchylky je s dostatečnou rezervou pod 1 %. 
 Důležitou vlastností pSIG je, že si po decimaci zachovává přibližně přímou závislost na 
proporcionální vzdálenosti znakové. Zatímco u Euklidovy vzdálenosti byla hodnota Pearsonova 
korelačního koeficientu r ~ 0,5, pro proporcionální vzdálenost se blíží hodnotě 1. Ani pro vyšší 
úrovně decimace neklesá pod hodnotu 0,9 a to i bez použití korekce.  
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5 FYLOGENETICKÁ ANALÝZA SIGNÁLOVÝCH 
REPREZENTACÍ 
5.1 Statistické vyhodnocení  
Standardní parametr hodnocení kvality mnohonásobného zarovnání sekvencí je suma párů skóre 
SPS (z angl. Sum-of-Pairs Score). Pokud máme set N sekvencí s zarovnaných na shodnou délku L, 
pak se hodnota SPS stanoví podle vzorce (5.1): 
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kde p je cena (penalizace) za shodu (neshodu) znaků v sekvencích podle skórovací matice, 
přičemž sa(i) je znak v a-té sekvenci na i-té pozici
[48]
. 
Pro vyhodnocení kvality mnohonásobně zarovnaných signálů použijeme parametr 
normalizovaná Euklidova vzdálenost dE stanovená podle vzorce (4.7). Pro hodnocení setu N 
signálů S, mnohonásobně zarovnaných na délku L, stanovíme parametr suma normalizovaných 
Euklidových vzdáleností SNE podle vzorce (5.2): 
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kde Sa(i) je hodnota vzorku v a-tém signálu na i-té pozici. Mezi signály S a sekvencemi s je možná 
obousměrná konverze. 
Pro vyhodnocení správnosti klasifikace genomických signálů do taxonomických skupin lze 
použít Robinson - Fouldovu metriku srovnávající topologii dvou a více stromů[49]. Mějme dva 
stromy T1 a T2 o shodném počtu uzlů n, přičemž uvažujeme striktně bifurkovanou topologii a 
nezapočítáváme kořen stromu. Robinson - Fouldova vzdálenost (RFD) je definována jako počet 
uzlů n1, které se vyskytují v T1 a nevyskytují se v T2 plus počet uzlů n2, tj. uzlů vyskytujících se 
v T2 a nevyskytují se v T1. Uzel je považován za shodný, pokud obsahuje shodný set OTU 
nezávisle na vnitřní topologii uzlu. Pro vzájemné srovnání více setů dat o různém počtu sekvencí 
je vhodné RFD normalizovat počtem uzlů ve stromu: RFDN = (n1 + n2) / 2n. Jako referenční 
topologie TR nám budou sloužit referenční taxonomie použitých organismů podle databáze NCBI a 
fylogenetický strom získaný standardní metodou pro konstrukci fylogenetických stromů, tj. 
sekvence mnohonásobně zarovnané CLUSTALW2 a strom konstruovaný metodou BIONJ.  
Pro odhalení vztahu signálových a znakových podobnostních metrik použijeme stanovení 
Pearsonova korelačního koeficientu distančních (vzdálenostních) matic tzv. Mantelův test[50]. 
Jako referenční hodnoty evoluční vzdálenosti budou považovány hodnoty aproximované 
Kimurovým evolučním modelem[10]. Při výpočtu korelačního koeficientu bereme v potaz jen 
polovinu hodnot distanční matice symetrické podle diagonály a vynecháváme diagonální „nulové“ 
prvky matice. Kritická hodnota Pearsonova korelačního koeficientu rC byla pro vyhodnocení dvou 
statisticky závislých fylogenetických stromů stanovena na 500 náhodných statisticky nezávislých 
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dendrogramech o počtu OTU n, na hladině významnosti α = 0,01, tj. s 99% spolehlivostí potvrzení 
hypotézy[51]. S počtem větví stromu (OTU) kritická hodnota rC klesá, viz Tab. 1.  
Tab. 1 - Kritické hodnoty korelačního koeficientu distančních matic 
n 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
rC (α = 0,01) 1 1 0,912 0,88 0,798 0,637 0,618 0,599 0,585 0,577 
n 14 15 20 25 30 35 40 45 50 100 
rC (α = 0,01) 0,564 0,541 0,459 0,36 0,327 0,311 0,253 0,233 0,201 0,18 
Třetí kritérium, které je zapotřebí vyhodnotit, je míra robustnosti výsledné topologie získané na 
základě signálových reprezentací. Pro vyhodnocení robustnosti jsme využili modifikaci 
resamplingového testu využívaného pro vyhodnocení kvality fylogenetických stromů, tzv. OTU 
Jacknifing
[52]
. Do výsledné statistické analýzy byly použity jen 100% robustní stromy. 
5.2 Fylogenetická analýza signálových reprezentací genů 
Celá metodika fylogenetické analýzy genomických signálů byla nejprve testována na standardních 
fylogenetických markerech. Využijeme zde signálové reprezentace ribozomálních podjednotek 
16S a 18S rRNA a dále pro ukázku vlivu nastavitelných parametrů analýzy i kompletní geny 
kódující první isoformu alfa-globinového řetězce (HBA1). Všechny sekvence byly získány 
z veřejné databáze NCBI. 
 
Obr. 5.1 - Referenční taxonomie 18 zvolených obratlovců  
Pro stanovení fylogeneze obratlovců (Vertebrata) byl sestaven set 18 zástupců z 6 tříd (savci, 
ptáci, obojživelníci, plazi, ryby a paryby), pro které je v databázi NCBI dostupný kompletní 
záznam referenčního genu 18S rRNA. Jejich referenční taxonomie podle aktuálního záznamu z 
databáze NCBI (srpen 2015) je na Obr. 5.1. Vzhledem k poměrně nízké mezidruhové variabilitě 
genu 18S rRNA v rámci jednotlivých řádů, je fylogenetická analýza na nižších úrovních než je 
podtřída velmi taxonomicky nepřesná u signálů i sekvencí. Fylogenetický strom získaný na 
základě znakových metod se liší vůči referenční taxonomii ve třech uzlech. Fylogenetická analýza 
signálových reprezentací ribozomální podjednotky 18S rRNA byla vyhodnocena ve 4 
modifikacích. Párové zarovnání probíhající v jednotlivých krocích mnohonásobného DTW 
(m-DTW) bylo realizováno ve variantě c-DTW a w-DTW, dále označované zkratkami cm-DTW a 
wm-DTW. Vzájemná podobnost signálů byla vyhodnocena na základě signálové proporcionální 
vzdálenosti (dále jen p-dist) a normalizované Euklidovy vzdálenosti (dále jen e-dist).  
V průběhu fylogenetické analýzy byly testovány volitelné parametry, tj. velikost plovoucího 
okna w zarovnávacích algoritmů a řád detrendizace. Normalizovaná RF vzdálenost byla stanovena 
evoluční vzdálenost sekvencí
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vůči referenční taxonomii pro w v rozsahu od 3 do 25 vzorků a porovnána s dosažitelnou hodnotou 
RFDN = 0,1875 standardní znakové metody. Signálové varianty využívající přesnější z obou 
zarovnávacích technik cm-DTW dosahují nejvyšší míry správnosti klasifikace v rozmezí w od 6 do 
9 vzorků. Pro wm-DTW jsou nejpřesnější výsledky dosaženy pro velikosti okna od 3 do 5 vzorků. 
Korelační okno u cm-DTW o velikosti w < 6 obsahuje příliš málo vzorků na spolehlivé 
vyhodnocení vzájemné korelace.  
Tab. 2 - Vyhodnocení fylogenetické analýzy genů 18S rRNA zvolených obratlovců 
    w 
t SPS SNE RFDN RFDN r 
[ s ] (NUC44) [ rad ] (vs. reference) (vs. standard) 
cm-DTW 
p-dist 7 155 938 522 59,289 0,1875 0 0,9915 
e-dist 7 
   
0,1875 0,125 0,9045 
wm-DTW 
p-dist 3 28 819 117 56,635 0,25 0,1875 0,9684 
e-dist 3 
   
0,1875 0,125 0,9125 
Standard - 21 953 387 60,256 0,1875  -  - 
Analýza byla doplněna o vyhodnocení doby výpočtu t [s] v závislosti na délce okna. Samotná 
doba potřebná pro výpočet distanční matice a konstrukci stromu je u signálové reprezentace DNA 
průměrně 40 ms a u standardní znakové metody 60 ms. Časové náročnosti výpočtu Euklidovy a 
proporcionální vzdálenosti se neliší. Více než 99 % času fylogenetické analýzy zabírá samotné 
zarovnání signálů nebo sekvencí. Absolutní hodnoty výpočetních časů znakových a signálových 
metod zarovnání jsou neporovnatelné protože byly realizovány na jiných výpočetních zařízeních.  
Detrendizace se ukázala potřebná v případě klasifikace na základě Euklidovy vzdálenosti, kde 
výrazné in/dely na začátku a konci sekvencí způsobí větší vzdálenost „maskující“ substituce uvnitř 
sekvencí. Vliv řádu polynomiální funkce nejlépe kopírující taxonomicky „parazitní“ trend byl 
testován v rozsahu hodnot 1 - 15 pro obě varianty cm/wm-DTW. Optimální řád polynomu 
detrendizace je v rozmezí hodnot 3 - 4.  
Shrnutí výsledků je v Tab. 2. Přestože je v práci představena metodika určená předně k analýze 
delších sekvencí, při vhodném nastavení je schopná zajistit shodné výsledky fylogenetické 
klasifikace se znakovými přístupy. Při vyhodnocení kvality mnohonásobného zarovnání 
samozřejmě vyšlo mírně vyšší skóre SPS pro standardní znakovou metodu a naopak mírně nižší 
Euklidova vzdálenost SNE pro signálové metody. Tento výsledek odpovídá metrice použité při 
vyhledání optimální cesty k transformaci délek signálů a sekvencí v procesu dynamického 
programování.  
Správnost fylogeneze byla dále testována na sadě genů pro velmi příbuzné druhy z  nadčeledi 
Hominoidi (Hominoidea). Předpokladem byl kompletní ověřený záznam referenčního 
mitochondriálního genomu. Klasifikace probíhala na základě všech 13 genů kódujících úseků a 
dvou ribozomálních podjednotek 16S a 12S rRNA. Výsledky klasifikace 15 MT genů primátů jsou 
zaznamenány v Tab. 3. K chybě v klasifikaci nejčastěji docházelo při prohození dvou předchůdců 
člověka v rámci rodu Homo, zejména při odhadu fylogeneze na základě podjednotek ND. Při 
srovnání výsledků klasifikace s referenční taxonomií na základě RFDN u dvou genů nedošlo ke 
správnému stanovení topologie žádnou z použitých metod a to u genů CYTB a ND4L. V ostatních 
případech se ukázal signálový přístup a znakový přístup přibližně rovnocenný. Pro variantu 
 28 
 
zarovnání pomocí cm-DTW v kombinaci se signálovou proporcionální vzdáleností je výsledná 
klasifikace u některých genů dokonce taxonomicky správnější. Výsledky ostatních signálových 
metod jsou mírně horší, protože nedokáží tak spolehlivě odhalit jednotlivé bodové mutace. Dá se 
předpokládat, že budou dostatečné pro klasifikaci dlouhých decimovaných signálů, kde není 
zapotřebí takové citlivosti. 
Tab. 3 - Výsledky klasifikace 15 MT genů primátů 
Gen 
RFDN 
(vs. ref. taxonomie) 
r 
 (vs. standard) 
standard 
cm-DTW wm-DTW cm-DTW wm-DTW 
p-dist e-dist p-dist e-dist p-dist e-dist p-dist e-dist 
ND1 0 0,125 0,125 0,25 0,125 0,988 0,865 0,799 0,828 
ND2 0 0 0 0 0,125 0,987 0,910 0,874 0,846 
COX1 0,125 0 0 0 0 0,952 0,886 0,833 0,882 
COX2 0 0 0 0,125 0 0,996 0,918 0,925 0,918 
ATP8 0,125 0 0,125 0 0,125 0,971 0,847 0,927 0,875 
ATP6 0 0 0,25 0,125 0,375 0,994 0,692 0,776 0,637 
COX3 0 0 0,375 0,125 0,375 0,979 0,693 0,862 0,689 
ND3 0,125 0 0,125 0,25 0,125 0,988 0,762 0,774 0,828 
ND4L 0,125 0,125 0,125 0,25 0,125 0,997 0,814 0,972 0,826 
ND4 0 0 0,125 0 0,125 0,994 0,802 0,953 0,841 
ND5 0 0,125 0,25 0,25 0,25 0,991 0,822 0,739 0,805 
ND6 0 0 0,125 0,25 0,125 0,986 0,875 0,743 0,854 
CYTB 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,992 0,864 0,897 0,758 
12S rRNA 0 0 0 0 0,125 0,989 0,797 0,924 0,788 
16S rRNA 0 0 0 0 0,125 0,986 0,815 0,888 0,757 
Pro multigenovou fylogenetickou analýzu jsme využili zarovnané signály a sekvence všech 
uvedených MT genů a vytvořili z nich striktně konsensuální strom. Získali jsme tak 4 
konsensuální stromy pro navržené signálové metody a jeden konsensuální strom pro sekvence. 
RFD všech 5 stromů ve srovnání s referenční taxonomií je rovna 0. Na základě kompletních genů 
kódujících záznamů mitochondriální DNA je tedy možné spolehlivě určit taxonomii primátů. 
Přestože topologie všech stromů je totožná, hodnoty vzájemné vzdáleností organismů ve stromech 
se mírně liší. Stromy stanovené na základě signálové p-distance jsou prakticky shodné se stromem 
sestrojeným na základě znakové metody. Naopak Euklidovská metrika použitá na signály 
zarovnané pomocí wm-DTW dává velmi podobný výsledek, jako při aplikaci na přesněji 
zarovnané signály pomocí cm-DTW. Multigenová analýza potvrzuje předpoklad, že na dostatečně 
rozměrných datech je odhad fylogeneze mnohem spolehlivější a to i při použití rychlejší varianty 
signálového zarovnání wm-DTW v kombinaci s Euklidovskou metrikou. 
Pro ukázku vlivu nekódujících úseků DNA na zarovnání bylo vyselektováno z genomické 
DNA 5 organismů (viz Obr. 5.2) 5 kompletních anotovaných záznamů genů HBA1. Složitost 
zarovnání těchto genů spočívá v proměnné délce jak nekódujících tak kódujících úseků, což je 
znázorněno na Obr. 5.2a, kde jsou barevně vyznačeny kódující úseky (CDS) odpovídající 3 
exonům. Nejproblematičtější je přizpůsobení prvního exonu, který má u dvou nejbližších druhů 
Homo sapiens a Callithrix jacchus více než dvojnásobný rozdíl v délce. Druhou komplikací je 
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výskyt HBA1 u Rattus norvegicus na komplementárním vláknu chromozomální DNA. 
Srovnáváme tedy jeho reverzně komplementární přepis. Přes tyto problémy se podařilo, díky 
výrazně vyšší konzervovanosti kódujících úseků oproti nekódujícím, téměř bezchybné napasování 
všech tří exonů u pěti organismů, viz Obr. 5.2b. Náhled na výsledek sekvenčního zarovnání genů 
HBA1 je na Obr. 5.2c. Sekvenční zarovnání je více nekonzistentní než signálové, což dosvědčuje i 
o 52 pozic delší výsledná délka po zarovnání. Přestože ani jeden výsledek klasifikace zcela 
neodpovídá referenční taxonomii, signálové zarovnání umožnilo klasifikaci signálu Rattus 
norvegicus blíže primátům (Simiiformes), než standardní znaková metoda. 
 
Obr. 5.2 - Výsledek zarovnání kompletních genů HBA1 
V teoretické části práce byly představeny metody klasifikace na základě numerických a 
grafických reprezentací sekvencí DNA. Byly vybrány a realizovány 4 publikované metody, které 
srovnáme se standardní znakovou metodou, referenční taxonomií a v práci představenými 
metodami signálové analýzy. Testování proběhne na již ověřených markerech 18S rRNA pro 
klasifikaci obratlovců a 16S rRNA pro klasifikaci primátů. Ze signálových metod byly do srovnání 
zařazeny dvě kombinace nastavení: cm-DTW s proporcionální vzdáleností a wm-DTW v 
kombinaci s Euklidovskou metrikou. Jedná se jen o výtah výsledků dvou nejrozdílnějších 
nastavení z předcházejících podkapitol. Pro všechny metody byla vyhodnocena vzdálenostní 
matice metrikou popsanou v teoretické části práce a z ní vytvořen dendrogram na základě shodné 
metody jako u signálových a znakových reprezentací v předcházejících podkapitolách, tedy 
metodou BIONJ. Výsledky pro klasifikaci obratlovců na základě ribozomální podjednotky 18S 
rRNA jsou shrnuty v Tab. 4. Vyhodnocení fylogeneze primátů na základě mitochondriálního genu 
16S rRNA všemi uvedenými metodami je v Tab. 5 
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Tab. 4 - Klasifikace genů 18S rRNA - srovnání metod 
Metoda t [ s ] 
RFDN 
(vs. ref. taxonomie) 
RFDN 
(vs. Std) 
r (vs. Std) 
Standard 21 0,1875 - - 
Qi-2012 462 0,5 0,375 0,761 
Yang-2013 23 0,1875 0,125 0,934 
Otu-2003 18 0,25 0,0625 0,965 
Dai-2012 1,88 0,5625 0,5 0,6373 
cm-DTW, p-dist 155 0,1875 0 0,9915 
wm-DTW, e-dist 28 0,1875 0,125 0,9125 
Tab. 5 - Klasifikace genů 16S rRNA - srovnání metod 
Metoda t [ s ] 
RFDN 
(vs. ref. taxonomie) 
RFDN 
(vs. Std) 
r (vs. Std) 
Standard 3,90 0 - - 
Qi-2012 204 0,25 0,25 0,940 
Yang-2013 11,30 0 0 0,902 
Otu-2003 4,69 0 0 0,954 
Dai-2012 0,50 0,375 0,375 0,855 
cm-DTW, p-dist 22,33 0 0 0,986 
wm-DTW, e-dist 4,46 0,125 0,125 0,757 
Klasifikace metodou podle Qi-2012
[3]
 se s rostoucí délkou sekvence stává mnohonásobně 
výpočetně náročnější než je znakové MSA. Tato metoda zároveň poskytuje i jedny z nejhorších 
výsledků klasifikace. Mírně horší je jen grafická metoda Dai-2012[40]. Z toho vyplývá, že pro geny 
16S a 18S rRNA nenabízí četnost dinukleotidů dostatečnou rozlišovací schopnost pro klasifikaci 
organismů. Nejlepší výsledky z alternativních metod poskytovaly metody Yang-2013[37] a Otu-
2003
[38]. Obě metody jsou poměrně rychlé a nabízejí vysokou správnost klasifikace. V případě 
analýzy 16S rRNA primátů vyšly naprosto bezchybně. Klasifikace 18S rRNA byla srovnatelná, 
nebo jen mírně horší, než metody signálové a znakové. V případě metody Yang-2013[37] bylo 
zapotřebí zavést drobnou modifikaci, a sice dopředu vygenerovat databázi všech variant 
nukleotidových slov, které se následně podle potřeby načítají. Standardní postup, kdy se v každém 
kroku klasifikace generují potřebná slova, byl výpočetně mnohem náročnější než Qi-2012[3]. 
5.3 Fylogenomická analýza signálových reprezentací genomů 
Pro fylogenomickou analýzu byly použity dva sety celogenomových sekvencí[45; 47]. První set 
obsahuje 10 kompletních mitochondriálních genomů obratlovců. Svou délkou kolem 16 kbp jsou 
kompletní záznamy mitochondriální DNA obratlovců právě na hranici použitelnosti pro klasifikaci 
všemi metodami srovnávanými v předchozí podkapitole. Výsledky klasifikace vybraných metod 
jsou v Tab. 6. 
Žádná z metod nedokázala zcela přesně vyhodnotit fylogenezi obratlovců na základě MT 
genomů. Jako nejpřesnější vyšla standardní znaková metoda, obě signálové varianty a metoda Otu-
2003. Všechny tyto metody se oproti referenční taxonomii lišily jen v jednom uzlu, kdy došlo 
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k předčasnému spojení vývojových větví Rattus norvegicus a Pteropus alecto, které jsou až 
následně připojeny k čeledi primátů. Nejpomalejší byla signálová metoda využívající korelační 
okno. Obě signálové metody byly zatím aplikovány na signály bez decimace, která přinese 
výrazné zrychlení. Zbylé dvě numerické a jedna grafická metoda nebyly schopny zařadit 
organismy ani do správných tříd. Hodnota korelačního koeficientu vzdálenostních matic těchto 
metod v porovnání s maticí standardní metody je výrazně pod hodnotou kritické hranice.  
Tab. 6 - Výsledky klasifikace MT genomů 
Metoda t [ s ] 
RFDN 
(vs. ref. taxonomie) 
r 
(vs. standard) 
RFDN 
(vs. standard) 
Standard 296 0,125 - - 
Qi-2012 8 307 0,625 0,197 0,625 
Yang-2013 69,4 0,5 0,4255 0,375 
Otu-2003 334,9 0,125 0,862 0 
Dai-2012 0,52 0,75 0,227 0,75 
cm-DTW, p-dist 1 728 0,125 0,968 0 
wm-DTW, e-dist 403 0,125 0,841 0 
Výsledky fylogenomické analýzy bakteriálních genomů vztažené vůči referenční taxonomii 
podle NCBI jsou shrnuty v Tab. 7. Tři metody neposkytly pro takto dlouhé sekvence žádný 
výsledek. Standardní znaková metoda založená na zarovnání sekvencí pomocí dynamického 
programování není pro celogenomové sekvence bakterií použitelná kvůli paměťovým nárokům. 
Standardní znaková metoda a numerické metody Qi-2013 a Otu-2003 kvůli výpočetním nárokům 
nebyly schopny zprostředkovat výsledek. Jediné alternativní metody, které měly přiměřenou 
výpočetní náročnost, byly numerická Yang-2013 a grafická Dai-2012. Výsledky klasifikace obou 
metod byly o poznání lepší, než v případě mitochondriálních genomů. To potvrzuje fakt, že 
bakteriální genomy mají charakteristický výskyt nukleotidových k-tic.  
Tab. 7 - Výsledky fylogenetické analýzy bakteriálních genomů 
Metoda t [ s ] 
RFDN 
(vs. ref. taxonomie) 
Standard - - 
Qi-2012 - - 
Yang-2013 16 873 0,25 
Otu-2003 - - 
Dai-2012 5,65 0,33 
cm-DTW, e-dist, D = 2
7
 20 209 0,167 
wm-DTW, e-dist, D = 2
7
 14 487 0,167 
Navržené signálové metody mají v základu stejnou náročnost jako standardní znaková metoda, 
protože oba principy využívají progresivního zarovnání pomocí dynamického programování. Jako 
první použitelná hodnota decimace bakteriálních genomů pro použití m-DTW na běžném PC je 
D = 2
7
 = 128. Výsledek fylogenetické klasifikace byl v obou případech zarovnání shodný a lišil se 
jen o 2 uzlová spojení od referenční taxonomie. Zároveň v obou případech byl výsledek lepší, než 
u alternativních metod. Z výsledků analýzy vlivu decimace na výpočetní čas a správnost 
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klasifikace vyplývá, že genomické signály MT genomů se dají minimálně osminásobně decimovat 
bez vlivu na výsledek klasifikace. V kombinaci zarovnání metodou wm-DTW a vyhodnocení 
podobnosti Euklidovou vzdáleností jsme za méně než 15 sekund výpočetního času získali shodný 
výsledek jako u signálů před decimací, což odpovídá výpočetní náročnosti zpracování signálů o 
délce genů. Metoda využívající přesnější variantu zarovnání cm-DTW má sice několikanásobně 
vyšší časové nároky, klasifikace je však stabilní do vyšších stupňů decimace. Navíc vyhodnocení 
proporcionální vzdálenosti signálů u této metody nabízí použití korekce, se kterou jsme správný 
výsledek klasifikace dosáhli až do decimace s faktorem D = 12. Výpočetní čas byl v tomto 
nastavení 12 sekund. Korekce p-distance až na výjimky vedla vždy ke zlepšení klasifikace po 
korekci, pouze v jednom případě neměla korekce vliv.  
Pro analýzu vlivu decimace na výsledek fylogenomické analýzy dlouhých bakteriálních 
genomů byla použita postupná decimace s faktorem podvzorkování D = 2m. Jako nejnižší stupeň 
rozkladu byla použita hodnota m = 7. Výsledek klasifikace je s rostoucím stupněm decimace 
stabilní až do D = 212 pro wm-DTW a pro cm-DTW dokonce do D = 213. Maximální faktor 
decimace byl použit D = 219. Zarovnání předcházel krok reorganizace genomu, kdy bylo nutné 
správně předefinovat počátek replikace (oriC, z angl. origin of replication). 
Výsledky klasifikace jsou závislé na optimální volbě velikosti plovoucího okna w[45]. Velikost 
plovoucího okna závisí na typu metody zarovnání (cm-DTW / wm-DTW) a délce genomického 
signálu. Pro delší signály je zapotřebí odhalit podobnost mnohem větších lokálních homologií, 
proto jsou u nižších faktorů decimace použity delší plovoucí okna w řádově až několik desítek 
vzorků. Pro delší signály je možné použít i větší krok k > 1 v posunu plovoucího okna a to u obou 
metod cm/wm-DTW. Pro analýzu vlivu velikosti kroku k na výsledek klasifikace bakteriálních 
genomů bylo zvoleno nastavení velikosti okna w pro každou úroveň decimace, kterému 
odpovídala nejnižší vzdálenosti RFDN vůči referenční taxonomii. Analýza velikosti kroku 
plovoucího okna byla vyhodnocena pro hodnoty k = {1, 2, 
w−1
2
, w}. Analyzovány byly parametry 
RFDN (vůči referenční taxonomii) a čas potřebný k vyhodnocení klasifikace decimovaných 
průběhů.  Výsledky klasifikace bakteriálních genomů pro krok vyšší než k = 1 umožňují při 
nižších stupních decimace získat správný výsledek klasifikace za mnohem nižší výpočetní čas. 
Kroky větší než jedna způsobují na vyšších stupních decimace ztrátu části informace a zhoršují 
výsledek klasifikace. Chyby v klasifikaci vznikají při nižších hodnotách decimace než u posuvu 
okna bez vynechání vzorků. V některých případech jsou navíc výpočetní časy pro k = 2 prakticky 
srovnatelné s k = 1. Důvodem je, že kombinací malého počtu vzorků v posuvném okně a 
nedostatečně jemného kroku posuvu okna došlo k nesprávnému odhadu transformační funkce u 
algoritmů DTW. Výsledné signály tak byly neúměrně prodlužovány, což vedlo i ke zvýšení 
výpočetního času. Pro kroky o velikosti poloviny délky okna a více je sice úspora času značná, 
k chybě v klasifikaci však dochází již při stupni rozkladu m = 10. Rostoucí faktor decimace 
umožňuje vyšší zrychlení výpočetního času, než získáme zvýšením kroku posuvu okna.  
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ZÁVĚR 
V této dizertační práci byla navržena, realizována a otestována zcela nová metodika pro 
vyhodnocení příbuznosti organismů na základě podobnosti signálových reprezentací genomických 
dat. Představená metoda kombinuje výhody standardního přístupu k fylogenetické analýze 
znakových reprezentací sekvencí DNA s rychlostí klasifikačních technik numerických 
reprezentací. Podobně jako numerické metody klasifikace tvořící skupinu tzv. „alignment-free“ 
metod umožňuje výraznou redukci objemu genomických dat. Stále se však řadí do skupiny tzv. 
„alignment-based“ metod, jen samotné zarovnání zde probíhá na signálových reprezentacích 
DNA. To umožňuje v kombinaci s masivní decimací genomických signálů zarovnávat i velmi 
dlouhé sekvence DNA, které by znakovým přístupem byly nezpracovatelné. Přestože decimací 
ztrácíme část informace, pořád zachováváme dostatek poziční informace o změnách v sekvenci 
k alespoň přibližné lokalizaci mutovaných a konzervovaných úseků, což není u ostatních 
numerických metod možné.  
Realizace celého řešení je postavena na signálové reprezentaci typu kumulovaná fáze. Pro 
předzpracování genomických signálů a vyhodnocení jejich vzájemné podobnosti byla navržena 
metodika na základě metod zpracování číslicových signálů. Jádrem práce je nová metoda 
k zarovnání genomických signálů. Jsou zde představeny dvě modifikace metody DTW pro párové 
zarovnání dvou signálů na stejnou délku označené jako c-DTW a w-DTW. Obě metody 
vyhodnocují lokální podobnost signálů v plovoucím okně a tím dokáží lépe zohlednit charakter 
genomických signálů a odhalit i delší homologní úseky v DNA, nejen bodové mutace. Zarovnání 
dvojic signálů je pro zpracování celého setu sekvencí nedostatečné, proto byl vytvořen i nový 
algoritmus pro mnohonásobné zarovnání genomických signálů nazvaný m-DTW. Algoritmus 
využívá progresivní přístup k postupnému zarovnávání dvojic signálů od nejpodobnějších 
k nejvzdálenějším tak, aby zohlednil celou historii výskytu mutací v sekvencích.  
Na standardním fylogenetickém markeru 18S rRNA byl vyhodnocen potenciál metody 
k vyhodnocení příbuznosti obratlovců. Výsledek klasifikace byl srovnatelný se standardní 
fylogenetickou analýzou a v některých případech i výrazně lepší, než vybrané numerické metody 
klasifikace. Nevýhodou je ovšem výpočetní náročnost navržené metody oproti většině ostatních 
srovnávaných metod z důvodu nemožnosti použít decimace krátkých genových úseků. Analýza 
celých mitochondriálních sekvencí (signálů) se u znakových i signálových metod lišila od 
reference jen drobně, což bylo způsobeno velmi variabilním úsekem D-loop na začátku a konci 
sekvencí. Na kompletních genomech mitochondrií se již projevily možnosti decimace, kdy 
rychlejší z obou metod wm-DTW bylo možné po osminásobné decimaci získat dendrogram 
shodný s výsledkem standardních metod za pouhou dvacetinu výpočetní doby standardních metod. 
Některé z vybraných numerických metod se na druhou stranu ukázaly za naprosto nedostatečné, 
jak co se týče správnosti klasifikace, tak výpočetního výkonu. To se potvrdilo i u poslední analýzy 
kompletních genomů bakterií. Pro takto dlouhé sekvence nebylo možné použít standardní 
fylogenetickou analýzu znakových reprezentací a stejně tak dvě z numerických metod nebyly 
schopny v rozumném časovém rozmezí vyhodnotit výsledek (řádově do několika dní). Výsledek 
signálových metod, přestože se přesně neshoduje s referenční taxonomií, byl ve správnosti 
klasifikace referenci nejblíže a věrně zařadil jednotlivé druhy a čeledě.  
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